การแสดงออกของยีนแอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสจากต่างสายพันธุ์เพื่อผลิตเอทานอลใน Saccharomyces cerevisiae by Ruttikan, Tongsumrit
รัติกาล  ทองสาํฤทธิÍ  : การแสดงออกของยนีแอลฟาอะไมเลสและกลโูคอะไมเลสจากต่าง
สายพนัธุเ์พืÉอผลิตเอทานอลใน SACCHAROMYCES CEREVISIAE (HETEROLOGOUS 
EXPRESSION OF α-AMYLASE AND GLUCOAMYLASE GENES TO PRODUCE 
ETHANOL IN SACCHAROMYCES CEREVISIAE) อาจารยที์Éปรึกษา :                    




โดยทั Éวไปว่าไบโอเอทานอล หรือเอทานอลชีวภาพ ซึÉงถือว่าเป็นวิธีการแกปั้ญหาบางส่วนสาํหรับ
วิกฤตพลงังานทั Éวโลก ประเทศไทยถือว่าเป็นผูผ้ลิตมนัสาํปะหลงัทีÉใหญ่ทีÉสุดเป็นอนัดบัสามของ
โลก ซึÉงมนัสาํปะหลงัเป็นพืชทีÉมีคาร์โบไฮเดรตสูงและเป็นสารตัÊ งตน้ทีÉมีประสิทธิภาพในการผลิต 
เอทานอลในราคาทีÉต ํÉาลงได ้กระบวนการหมกัเอทานอลในอุตสาหกรรมโดยทั Éวไปประกอบดว้ย
สองขัÊนตอนหลกัคือการย่อยสลายแป้งและการหมกั แต่เนืÉองจากจุลินทรียที์Éสาํคัญ เช่น เชืÊอยีสต ์
Saccharomyces cerevisiae ขาดกิจกรรมของเอนไซม์ทีÉใช้ในการย่อยสลายแป้ง (Amylolytic 
enzyme) จึงไม่สามารถใชป้ระโยชน์จากแป้งโดยตรงสาํหรับการเจริญเติบโตและการหมกัได ้ดงันัÊน
กระบวนการหมกัจึงตอ้งใชพ้ลงังานและเอนไซมย์่อยสลายแป้งจาํนวนมากเพืÉอเปลีÉยนแป้งไปเป็น
เจล จากนัÊ นทาํให้เป็นของเหลวแลว้เปลีÉยนเป็นเดกซ์ทรินก่อนการหมกัของแป้งดิบเพืÉอผลิต           
เอทานอล 




ไดม้ากขึÊน ในโครงการนีÊ  การเปลีÉยนแปลงแป้งมนัสาํปะหลงัโดยกระบวนการทางชีวภาพให้เป็น
นํÊ าตาลเพืÉอการหมกัทดสอบโดยการใชย้ีสต์ S. cerevisiae 2 สายพนัธุ์ใหม่ทีÉถูกดดัแปลงพนัธุกรรม 
ได้แก่ S. cerevisiae TISTR 5596/pSWA2 (ผลิตแอลฟาอะไมเลส) และ S. cerevisiae TISTR 
5596/pGAM1 (ผลิตกลโูคอะไมเลส) ซึÉง ยีน SWA2 และยีน GAM1 แต่ละยีนถูกตดัต่อเขา้พลาสมิด
สาํหรับแสดงออกภายใตก้ารควบคุมการทาํงานของ GAP โปรโมเตอร์เพืÉอสร้างพลาสมิด pSWA2 











แต่ละสายพนัธุที์Éรับเอาพลาสมิด pSWA2 หรือ pGAM1เขา้ไปนัÊนจากการตรวจ พบกิจกรรมของการ
แสดงออกของเอนไซมย์อ่ยสลายแป้งในอาหารเลีÊยงเชืÊอทีÉมีแป้งเป็นส่วนประกอบ ซึÉงบ่งชีÊ ให้เห็นว่า
สายพนัธุ์ยีสต์ทีÉถูกดัดแปลงนีÊ มีการแสดงออกของ SWA2 และ GAM1 ทีÉสามารถผลิตและหลั Éง
เอนไซมข์องแอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสทีÉทาํงานได้ ตามลาํดบั ในชุดการหมกัของ
การศึกษานีÊ ได้ใช้แป้งมนัสําปะหลังเป็นแหล่งคาร์บอนเพียงอย่างเดียว ความสามารถของ S. 
cerevisiae TISTR5596/pSWA2 S. cerevisiae TISTR5596/pGAM1 และการเลีÊยงร่วมกนัของทัÊ ง
สองสายพนัธุคื์อ S. cerevisiae TISTR5596/pSWA2 กบั S. cerevisiae TISTR5596/pGAM1 โดยใช้
แป้งมนัสาํปะหลงัและการผลิตเอทานอล พบว่าแต่ละสายพนัธุ์ในชุดการหมกันีÊ สามารถทีÉจะย่อย
สลายแป้งมนัสาํปะหลงัภายใตเ้งืÉอนไขการหมกัเอทานอลได ้และพบว่าผลผลิตของเอทานอลสูงสุด
ทีÉไดรั้บเท่ากบั 0.465 ± 0.012  0.489 ± 0.010 และ 0.516 ± 0.021 กรัมเอทานอล ต่อ กรัมของสารตัÊ ง
ต้นทีÉใช้ ทีÉ  12 วนั เรียงตามลาํดับของแต่ละสายพนัธุ์ และได้ปริมาณเอทานอลมากสุดเท่ากับ     
1.478 ± 0.267  1.992 ± 0.248 และ 2.977 ± 0.020 กรัมต่อลิตรทีÉ 25 วนั เรียงตามลาํดบัของแต่ละ
สายพนัธุ์ โดยทีÉการเลีÊยงร่วมกนัของทัÊ งสองสายพนัธุ์คือ S. cerevisiae TISTR5596/pSWA2 กับ      
S. cerevisiae TISTR5596/pGAM1 ไดผ้ลผลิตเอทานอลทีÉสูงและอตัราการผลิตมากกว่าการเลีÊยง
เพียงสายพนัธุ์เดียว ดงันัÊนยีสต์ลูกผสมสามารถเปลีÉยนแป้งเป็นเอทานอลดว้ยกระบวนการตดัต่อ
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Ethanol has recently become an alternative energy because of the continuous 
reduction of limited fossil fuel stock. Ethanol produced by a fermentation process, 
generally referred as bioethanol, is considered to be a partial solution to the 
worldwide energy crisis. Thailand is the world’s third largest producer for cassava. 
Cassava is an efficient carbohydrate crop and cheap substrate for conversion to 
ethanol. Traditionally, industrial bioethanol fermentation involves two major steps: 
cassava starch hydrolysis and fermentation. Saccharomyces cerevisiae lacks of 
amylolytic activity and is unable to directly utilize starch for growth and fermentation. 
It requires intensive amount of energy and starch hydrolysis enzyme to gelatinize, 
liquefied and dextrinize the raw starch before fermentation to produce ethanol.  
It has been suggested that genetically engineered yeast which expresses 
amylolytic enzymes, simultaneous starch hydrolysis and fermentation. This 
improvement could greatly reduce the capital and energy cost in current bioethanol 
producing plants and make bioethanol production more economic. In this project, 
bioconversion of cassava starch to fermentation sugar was investigated using two 









    IV 
(expressing α-amylase) and S. cerevisiae TISTR 5596/pGAM1 (expressing 
glucoamylase). Each of SWA2gene and GAM1 gene was cloned downstream of a 
constitutive promoter, GAP, to obtain yeast expression plasmid named pGAM1 and 
pSWA2, respectively. These plasmids were introduced into the S. cerevisiae 
chromosome. Each of the pSWA2 and pGAM1 harboring yeast showed detectable 
amylolytic activity in the culture supernatant. This indicates that the pGAM1 and pS2 
harboring yeast secreted biologically active glucoamylase and α-amylase, 
respectively. In batch fermentation, the ability of S. cerevisiae TISTR5596/pGAM1 
and S. cerevisiae TISTR5596/pSWA2 and the co-cultured of S. cerevisiae 
TISTR5596/pGAM1 and S. cerevisiae TISTR5596/pSWA2 on cassava starch 
utilization and ethanol production were evaluated. The maximum ethanol yield was 
obtained at the level of 0.465 ± 0.012, 0.489 ± 0.010, and 0.516 ± 0.021 g ethanol/g 
substrate consumed at 12 days. The maximum ethanol concentration was obtained at 
the level of 1.478 ± 0.267, 1.992 ± 0.248, and 2.977 ± 0.020 g/l at 25 days. The co-
cultured of S. cerevisiae TISTR5596/pSWA2 and S. cerevisiae TISTR5596/pGAM1 
produce ethanol with higher liters and yield than those of single culture. The 
recombinant yeast converts starch into ethanol was successfully engineered. The 
transgene was expressed in host strain. The study is the promising start for future 
ethanol producing yeast development. 
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